Uso de beta recombinasa en células eucariotas, especialmente para trabajo transgénico by Martínez-Alonso, Carlos et al.
19© OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS
ESPAÑA
11© Número de publicación: 2 281 933
51© Int. Cl.:
C12N 15/79 (2006.01)
C12N 15/85 (2006.01)
C12N 9/12 (2006.01)
A61K 48/00 (2006.01)
A01K 67/027 (2006.01)
12© TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA T3
86© Número de solicitud europea: 98948003 .3
86© Fecha de presentación : 22.09.1998
87© Número de publicación de la solicitud: 1021550
87© Fecha de publicación de la solicitud: 26.07.2000
54© Título: Uso de beta recombinasa en células eucariotas, especialmente para trabajo transgénico.
30© Prioridad: 08.10.1997 SE 9703663
45© Fecha de publicación de la mención BOPI:
01.10.2007
45© Fecha de la publicación del folleto de la patente:
01.10.2007
73© Titular/es: Pharmacia Spain S.A.
Carretera de Rubí, 90-100
08190 San Cugat Vallés, Barcelona, ES
Consejo Superior de Investigaciones Científicas
72© Inventor/es: Díaz, Vicente;
Rojo, Fernando;
Martínez Alonso, Carlos;
Alonso, Juan, C. y
Bernard, Antonio
74© Agente: Carpintero López, Francisco
Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín europeo de patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre concesión de Patentes Europeas).E
S
2
28
1
93
3
T3
Venta de fascículos: Oficina Española de Patentes y Marcas. Pº de la Castellana, 75 – 28071 Madrid
510
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
ES 2 281 933 T3
DESCRIPCIÓN
Uso de beta recombinasa en células eucariotas, especialmente para trabajo transgénico.
La presente invención se refiere al uso de recombinasa procariota en células eucariotas, especialmente para trabajo
transgénico en células eucariotas.
También se refiere al uso de beta recombinasa procariota para la recombinación intramolecular en células eucario-
tas y para mediar reacciones exclusivamente intramoleculares.
También se describe el uso del gen que codifica la beta recombinasa para catalizar la resolución específica de sitio
(deleción) de secuencias de ADN cuando las dos secuencias diana (secuencias de ADN que contienen sitios six) están
en un plásmido (diana extracromosómica) introducido en la célula por transfección o cuando las secuencias diana
están integradas en el genoma como estructuras asociadas a la cromatina, en varias localizaciones.
Introducción
Se han desarrollado varios procedimientos que permiten la manipulación de genomas de mamífero para dilucidar
la relevancia y función de genes particulares de interés. Entre ellos, el desarrollo de cepas de ratones transgénicos
y tecnologías para dirigir genes han resultado ser particularmente útiles (1, 2). Estas técnicas han experimentado un
nuevo avance con la caracterización y aplicación de recombinasas específicas de sitio (3).
Las recombinasas específicas de sitio pueden agruparse en dos familias principales. La primera (la familia Int)
comprende las enzimas que catalizan la recombinación entre sitios localizados en la misma molécula de ADN (re-
combinación intramolecular que conduce a resolución o inversión) o en moléculas de ADN diferentes (recombinación
intermolecular que conduce a integración) (4-7). La última propiedad se ha explotado para permitir la inserción di-
rigida de secuencias específicas en localizaciones precisas (8, 9). Las recombinasas usadas para manipular genomas
de mamífero son principalmente las proteínas Cre y Flp, que pertenecen a la familia Int (3). Las secuencias diana
para estas enzimas, llamadas sitios loxP para la enzima Cre y FRT para Flp, constan de una repetición corta invertida
a la que se une la proteína. El proceso de recombinación es funcional a través de largas distancias (hasta 70 kb) en
el genoma. Usando estas enzimas, varios autores han informado de recombinación del ADN específica de sitio y de
tejido en modelos murinos (10-13), traslocaciones cromosómicas en plantas y animales (14-16) e inducción dirigida
de genes específicos (17). Por ejemplo, la expresión de Cre a partir del promotor proximal lck conduce a recombina-
ción específica en el timo (10). El gen que codifica la ADN polimerasa beta se ha delecionado de forma específica de
tejido usando la misma estrategia (11). En un enfoque diferente, el antígeno tumoral grande de SV40 se ha activado
específicamente en el cristalino de ratones, produciendo tumores en esa localización y no en el resto del animal (18).
La estrategia Cre-loxP también se ha usado en combinación con promotores inducibles, como el caso del promotor
inducible por interferón gamma, que se usó para provocar la ablación de genes en el hígado con alta eficacia y con
menos grado en otros tejidos (12). Este sistema de recombinación específico de sitio potente, sin embargo, solamente
permite la inducción de una cantidad reducida de acontecimientos de recombinación en el mismo genoma. Como cada
reacción de recombinación deja una secuencia diana para la recombinasa en el genoma en el sitio de entrecruzamiento,
y como las integrasas (por ejemplo, Cre y Flp) pueden catalizar la recombinación intermolecular, el proceso completo
puede conducir a reordenamientos cromosómicos indeseados. Se ha propuesto resolver parcialmente esta limitación
general por el uso de versiones mutantes de las secuencias loxP (18).
La segunda familia de recombinasas incluye las enzimas que catalizan la recombinación solamente cuando los
sitios están localizados en la misma molécula de ADN (resolución y/o inversión); se llaman colectivamente resolva-
sas/invertasas (19). Estas recombinasas específicas de sitio, que están obligadas a reacciones intramoleculares, podrían
tener una ventaja sobre la familia Int de recombinasas. La beta recombinasa, que pertenece a la familia de resolva-
sas/invertasas, cataliza deleciones e inversiones exclusivamente intramoleculares de secuencias de ADN localizadas
entre dos sitios diana para la recombinasa, llamados six (20-22). Cada sitio six comprende 90 pb y está compuesto por
dos sitios de unión para la recombinasa, llamados I y II (20, 21, véase la Figura 1). La beta recombinasa está codificada
por el gen beta del plásmido pSM19035 de amplio intervalo de huésped gram positivo (22-25).
El sistema Cre previamente conocido parece estar limitado en el sentido de que permite la inducción de una
cantidad reducida de acontecimientos de recombinación en el mismo genoma de ratón. Cuando se hace un ratón
knockout condicional usando este sistema, permanece un sitio loxP en el genoma y constituye una diana potencial
para otro acontecimiento de recombinación de consecuencias desconocidas. El problema se superaría completamente
usando una recombinasa exclusivamente intramolecular específica de sitio.
Rojo y Alonso (Nucleic Acids Research (1995) 23(16) páginas 3181-3188) describen las interacciones de unión
específicas entre la beta recombinasa y la región de unión de la beta recombinasa (sitio six) que está compuesto de dos
sitios, I y II. Las interacciones descritas requieren la presencia de una proteína accesoria asociada a la cromatina.
El documento WO 96/40724 describe el uso de ácidos nucleicos, vectores y procedimientos para mover o inter-
cambiar segmentos de moléculas de ADN usando sitios de recombinación modificados genéticamente y proteínas de
recombinación para producir moléculas de ácido nucleico quiméricas.
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Figuras:
Figura 1: A y B. Representación esquemática del mecanismo de recombinación específica de sitio mediada por
IRAP y los plásmidos usados.
Figura 2. A - F. Expresión de IRAP.
Figura 3. Expresión funcional de IRAP.
Figura 4. Recombinación específica de sitio mediada por IRAP.
La invención
El alcance de la invención se define por las reivindicaciones adjuntas. En el ejemplo se explota el uso de la beta
recombinasa procariota específica de sitio para la manipulación de genomas de mamíferos no humanos. Se describe
la clonación y expresión en células eucariotas del gen que codifica la beta recombinasa y se muestra su capacidad de
catalizar la resolución específica de sitio (deleción) de secuencias de ADN cuando las secuencias diana están en un
plásmido (diana extracromosómica) introducido en la célula por transfección, o integradas en el genoma como estruc-
turas asociadas a la cromatina, en varias localizaciones. Esta actividad se llama IRAP, para actividad de recombinación
intramolecular mediada por la proteína beta. Por secuencias diana se entiende el sitio six o secuencias de ADN que
contengan los sitios six naturales o versiones modificadas que permiten la actividad de recombinación.
Los resultados de los inventores muestran que la beta recombinasa es activa en un entorno eucariota, usando
la maquinaria/factores proporcionados por la célula huésped y la beta recombinasa puede catalizar de forma exacta y
eficaz la recombinación específica de sitio en genomas de mamíferos no humanos. Se muestra que la beta recombinasa
procariota puede expresarse de forma funcional en células eucariotas y puede promover la deleción de secuencias
de ADN localizadas entre sitios diana orientados directamente (actividad de recombinación intramolecular mediada
por la proteína beta) en células de mamífero, IRAP. La disponibilidad de una herramienta como el sistema IRAP,
que solamente puede catalizar la recombinación intramolecular específica de sitio, crea una amplia diversidad de
posibilidades para la modificación programada de genomas eucariotas no humanos, específicamente si se combinan
con procedimientos ya existentes. Por ejemplo, podría modificarse genéticamente un gen de interés para que tuviera
un exón o un grupo de exones flanqueado con sitios loxP/FRT y six. Esto permitiría el estudio de la influencia de un
producto génico en dos tejidos diferentes o en el mismo tejido en diferentes fases de desarrollo, a través del control
diferencial de la expresión de Cre/Flp e IRAP. Como alternativa, podrían inactivarse dos genes relacionados al mismo
tiempo o en dos fases relacionadas. El uso de promotores inducibles también permitiría un control espacio-temporal
más específico del acontecimiento de recombinación.
Las posibles aplicaciones y ventajas de este nuevo sistema se elaboran adicionalmente en ANÁLISIS y CONCLU-
SIÓN.
Ejemplo 1
Materiales y procedimientos
Plásmidos y clonación
Los plásmidos pBT233 (23), pBT338 y pCB8 (20) y pLXSN, que lleva el marcador de resistencia para G418 (26),
se han descrito previamente. El vector de expresión eucariota pSV2 beta globina (27) lo proporcionó amablemente
el Dr. J. Ortín (CNB). El plásmido de expresión pSV beta se construyó por amplificación por PCR de la secuencia
codificante para la IRAP del plásmido pBT233. Los cebadores usados para PCR fueron:
betaUP 5’-GAGAGAAAGCTTGGTTGGTTGAAAATGGCT-3’
betaDO 5’-GAGAGATGATCAGTACTCATTAACTATCCC-3’
Estos oligonucleótidos se modificaron genéticamente para que contuvieran los sitios de restricción HindIII y BclI,
respectivamente, que se usaron para clonar el gen amplificado en el vector pSV2 beta globina, siguiendo procedi-
mientos convencionales (28). Como BclI es sensible a metilación, el plásmido pSV2 beta globina se aisló de la cepa
bacteriana BZ101 (dam−). Las estructuras relevantes se representan en la Figura 1.
Cultivo y líneas celulares
Se realizaron ensayos de expresión transitoria en la línea celular de simio COS-1 proporcionada amablemente
por el Dr. J. Ortín. Se establecieron clones estables con el sustrato de ADN para la beta recombinasa integrado en
diferentes sitios del cromosoma en la línea celular murina NIH/3T3. Ambas líneas celulares se cultivaron en Medio de
Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco-BRL, Grand Island, NY), suplementado con suero de ternera fetal
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al 10% (Cultek. Madrid, España), L-glutamina 2 mM (Merck. Drmstadt, Alemania) y los antibióticos estreptomicina
(0,1 mg/ml, Sigma. St. Louis, MO) y penicilina (100 U/ml. Sigma).
Condiciones de transfección y extracción del ADN plasmídico
Los experimentos de expresión transitoria se realizaron en células COS-1 por transfección con DEAE-dextrano,
como se ha descrito (28). Las células se recogieron 48 horas después de la transfección y se extrajo el ADN extracro-
mosómico usando el procedimiento descrito por Hirt (29). En resumen, se lisaron los sedimentos celulares con SDS
(Merck) y se trataron con proteinasa K (Boehringer, Mannheim. Alemania) a 37ºC. El ADN genómico se precipitó con
NaCl 1 M (Merck). Después de centrifugación, se extrajo con fenol el sobrenadante y se precipitó el ADN plasmídico
con etanol y se resuspendió en agua para experimentos adicionales.
Los clones celulares estables con el ADN de pCB8 insertado aleatoriamente en diferentes sitios del genoma se
obtuvieron por electroporación en un Bio-Rad Gene Pulser (Hercules, CA) de 2 x 106 células NIH/3T3 a 220 V, 960
mF, con 20 mg de ADN de pCB8 y un ADN marcador que codifica resistencia a neomicina a una proporción de
10:1. Las células resistentes a neomicina se seleccionaron con 1 mg/ml de G418 (Sigma) durante aproximadamente
dos semanas. Los clones estables obtenidos se analizaron en experimentos de Southern (28) o inmunofluorescencia
indirecta, como se describe.
Inmunotransferencia e inmunofluorescencia
Se obtuvieron anticuerpos policlonales de conejo contra la beta recombinasa purificada por técnicas convencionales
(28), se detectó la beta recombinasa por inmunofluorescencia indirecta o por SDS-PAGE seguido de inmunotransfe-
rencia.
Las células transfectadas se hicieron crecer en cubreobjetos. Después de 48 horas se fijaron las células en meta-
nol:acetona (1:1) a -20ºC durante 5 minutos, se secaron al aire y se rehidrataron con PBS. Las células se incubaron
después con anticuerpos anti-beta recombinasa (dilución 1:5000) a temperatura ambiente durante 30 minutos, se la-
varon tres veces durante 5 minutos con PBS y se incubaron de nuevo con un anticuerpo anti-IgM conjugado con
fluoresceína (DAKO. Glostrup, Dinamarca) durante 1 h a 37ºC en PBS. Las células se montaron en portaobjetos de
microscopio y se fotografiaron en un microscopio de fluorescencia.
Para ensayos de inmunofluorescencia, se recogieron células transfectadas de forma transitoria 48 horas después
de la transfección y se lisaron en tampón RIPA (NaCl 137 mM, Tris-HCl 20 mM pH 8, MgCl2 1 mM, CaCl2 1 mM,
glicerol al 10%, NP-40 al 1%, desoxicolato sódico al 0,5%, SDS al 0,1%) (Merck). La fracción lisada se separó a través
de SDS-PAGE, se transfirió sobre una membrana de nitrocelulosa (BIORAD), y se incubó con anticuerpos policlonales
anti-beta recombinasa, previamente bloqueados con lisado celular total COS-1 (dilución 1/500). El anticuerpo anti-
IgM conjugado con peroxidasa (DAKO. Glostrup, Dinamarca) se usó como anticuerpo secundario. Las membranas se
procesaron de acuerdo con el kit de detección de quimioluminiscencia ECL (Amersham, UK).
Análisis de productos de recombinación
Se realizó PCR con el Sistema de PCR 2400 GeneAmp de Perkin Elmer (Foster City, CA), equipado con cubierta
de calentamiento. Cada reacción se realizó con 0,5 mg de ADN genómico o 1/10 de la preparación de Hirt de acuer-
do con las instrucciones del distribuidor. Se añadió Taq polimerasa (2,5 U) (Perkin Elmer) con Perfect Match PCR
Enhancer (Stratagene, La Jolla, CA) después de una desnaturalización inicial (10 minutos, 94ºC). Después de ello,
el procedimiento (Touch-Down) fue el siguiente: 80ºC 2 minutos, 5 ciclos de desnaturalización (94ºC, 1 minuto) e
hibridación/extensión a 73ºC, 2 minutos, 5 ciclos de 1 minuto a 94ºC y 2 minutos a 70ºC. Esto se acopló a 25 ciclos
de desnaturalización (94ºC, 1 minuto), hibridación (68ºC, 30 segundos) y extensión (72ºC, 2 minutos), y un ciclo adi-
cional de extensión a 72ºC durante 5 minutos. Para el análisis por PCR de las preparaciones de Hirt se usó el cebador
de secuenciación inverso de 16 unidades (Nº 1201) y el cebador de secuenciación universal de 17 unidades (Nº 1211)
de New England Biolabs (Beverly, MA).
Los cebadores usados para la amplificación por PCR de las preparaciones de Hirt fueron inadecuados para el
análisis de preparaciones de ADN genómico (baja Tm). Por lo tanto, se diseñó un nuevo par de cebadores:
pBT338UP158, 5’-CCGGCTCGTATGTTGTGTGGAAT-3’
pBT338D0802, 5’-TGGCGAAAGGGGGATGTGCTG-3’
El análisis de Southern de los productos de PCR se realizó transfiriendo el ADN separado a través de geles de
agarosa sobre membranas de nylon (Amersham). Los filtros se hibridaron a 42ºC en tampón fosfato 250 mM (pH 7,2),
formamida al 50%, NaCl 250 mM, EDTA 1 mM, SDS al 7%, y se lavaron en 1XSSC, SDS al 0,1%, a temperatura
ambiente durante 30 minutos, al menos dos veces. La temperatura de lavado se aumentó cuando fue necesario. El
marcaje radiactivo de las sondas se realizó con el Prime-It Random Primer Labelling Kit de Stratagene. Las secuencias
de nucleótidos de las bandas de PCR de interés se determinaron por un secuenciador fluorescente automático y se
analizaron usando el software SeqEd 1.0.3 (ambos de Applied Biosystems Inc. Perkin Elmer).
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Resultados
Expresión de la beta recombinasa procariota en células de mamífero
La secuencia codificante para la beta recombinasa se clonó en el vector pSV2 beta globina que dirige la expresión
desde el promotor temprano del virus SV40. La construcción resultante, pSV beta (Figura 1B), se introdujo por tans-
fección transitoriamente en células COS-1 que expresa el antígeno T de SV40. En estas condiciones, la expresión por
plásmidos que contienen el promotor temprano de SV40 - incluido en el pSV beta - se amplifica. También se generó
un plásmido de control que no contiene el gen de la beta recombinasa, llamado pSVc.
Las células transfectadas transitoriamente se tiñeron con anticuerpos producidos contra la beta recombinasa y se
vieron en un microscopio de fluorescencia. Las células transfectadas con pSV beta mostraron una señal fuerte moteada
localizada específicamente en el núcleo de las células, como puede verse en la Figura 2, paneles D y E. Sin embargo,
se detectó una tinción muy débil en las transfecciones de simulación y de control (Figura 2A, B y C). Se obtuvieron
resultados similares cuando se ensayó la expresión en inmunotransferencia (Figura 2F). Se reveló una banda de 25 kDa
específica, correspondiente a la movilidad de la proteína beta purificada (c), por los anticuerpos anti-beta recombinasa
cuando se transfectaron las células COS-1 con el plásmido pSV beta (+) pero no en las células transfectadas de forma
simulada (-). Estos resultados indican que la beta recombinasa puede expresarse en entornos eucariotas, que muestran
una fuerte avidez por el compartimiento nuclear.
La beta recombinasa cataliza la recombinación específica de sitio en células de mamífero transfectadas de forma
transitoria.
A diferencia de las Integrasas con sitios de recombinación simple, tales como Cre y Flp, que no requieren factores
proteicos adicionales (4, 5, 7), la beta recombinasa tiene una necesidad estricta de una proteína asociada a la cromatina
que media la recombinación del ADN (20, 22). La beta recombinasa se une los sitios six y, con la ayuda de una proteína
asociada a la cromatina, promueve el intercambio de cadenas como se representa en la Figura 1A. La proteína asociada
a la cromatina HMG1/HMG2 de mamífero puede sustituir, al menos in vitro, la función de las proteínas análogas de
B. Subtilis o E. coli, Hbsu y HU respectivamente (22).
Para determinar si las células eucariotas podrían justificar este factor del huésped, primero se comprobó la activi-
dad de recombinación debida a la beta recombinasa por cotransfecciones transitorias en células COS-1 con plásmidos
pSV beta (que llevan el gen de la beta recombinasa) y pCB8 (el ADN sustrato que contiene dos sitios diana para la
beta recombinasa en orientación directa flanqueando el gen xylE, véase la Figura 1B). Después de la recombinación,
debe obtenerse un derivado de pCB8 con un único sitio six. La presencia de este producto recombinante puede contro-
larse fácilmente por amplificación por PCR de extractos de Hirt, usando cebadores complementarios a las secuencias
localizadas cadena arriba de uno de los sitios six (cebador a en la Figura 1B y Materiales y Procedimientos), y cadena
abajo del segundo sitio six (cebador b en la Figura 1B y Materiales y Procedimientos). En pCB8, estos dos cebadores
hibridan con secuencias localizadas más de 2,7 kb separadas. En las presentes condiciones de PCR este fragmento no
se amplifica de forma eficaz. Por el contrario, debe amplificarse un segmento de ADN de 555 pb a partir del produc-
to recombinado. Debe obtenerse una banda de longitud similar cuando se usan los mismos cebadores y el plásmido
pBT338 como molde, que contiene un único sitio six y se usó como control positivo (Figura 1B). Por lo tanto, después
de la transfección de las células COS-1 (48 h), la fracción extracromosómica (extracción de Hirt) de las células se
purificó y se analizó la presencia de productos de recombinación por PCR. Se observó una clara banda amplificada de
la longitud esperada (555 pb) sólo cuando tanto el plásmido pCB8 como pSV beta se introdujeron por cotransfección
(véase la Figura 3); esta banda estuvo ausente cuando los dos ADN se introdujeron por transfección por separado, o
cuando se introdujo por cotransfección pCB8 con pSVc, el plásmido de control negativo. La especificidad de la banda
amplificada se confirmó adicionalmente por hibridación de Southern (panel inferior) con una sonda específica del sitio
six (véase la Figura 1A). Se detectó una señal positiva del tamaño apropiado sólo en el carril de control positivo (Figura
3, pBT338), y en la muestra de cotransfección de pCB8/pSV beta. En carriles que corresponden a transfecciones que
contienen el plásmido pSV beta, la banda adicional de tamaño más pequeño detectada en el gel de agarosa se mostró
como no específica, ya que no se hibridó con la sonda. Estos resultados demuestran que la beta recombinasa es activa
en un entorno eucariota, usando la maquinaria/factores proporcionados por la célula huésped. La beta recombinasa
promueve la recombinación en estructuras de cromatina.
Se ha descrito la necesidad de ADN superenrollado como condición crítica para las deleciones mediadas por la
beta recombinasa (22). Para explorar si la beta recombinasa puede promover reordenamientos del ADN cuando los
dos sitios six forman parte de la estructura de la cromatina, se establecieron clones de células NIH/3T3 en los que
la construcción pCB8 estaba integrada en diferentes localizaciones en el genoma de mamífero. Se analizaron varios
clones estables por hibridación de Southern. Cinco de ellos, llevando cada uno diferente número de copias (5-75,
no mostrado) del plásmido sustrato, se eligieron para transfección transitoria con el plásmido de expresión de beta
recombinasa pSV beta. La presencia de productos de recombinación se analizó por PCR de las preparaciones de ADN
genómico usando dos cebadores (pBT338UP158 y pBT338L0802, véase Materiales y Procedimientos; llamados a’ y
b’ respectivamente en la Figura 1B) que deben generar un fragmento amplificado de 668 pb. Los fragmentos de ADN
amplificado se detectaron por ensayos de transferencia de Southern con una sonda específica para el sitio six. En todos
los casos, se detectó una banda que hibridaba con la sonda (aprox. 660 pb) en las muestras transfectadas con pSV
beta (+) (véase la Figura 4). Este fragmento de ADN no apareció cuando no se incluyó el plásmido pSV beta en la
transfección (transfección simulada. carriles -).
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La potencia de la señal pareció correlacionarse con la cantidad de copias de la construcción diana integrada en
el cromosoma (no mostrado), sugiriendo que la recombinación había sucedido en la mayoría de las secuencias diana
integradas. Este resultado también sugiere que la eficacia de recombinación se mantiene independientemente de la
posición de las secuencias diana en la cromatina.
La fidelidad del mecanismo de recombinación también se confirmó por secuenciación de ADN de las bandas
amplificadas en el caso de los clones 1 y 2 (datos no mostrados). El sitio six regenerado (véase la Figura 1A) obtenido
después de la recombinación estaba inalterado. Todo en conjunto, estos datos muestran que la beta recombinasa puede
catalizar de forma exacta y eficaz la recombinación específica de sitio en genomas de mamíferos no humanos. Parece,
por lo tanto, que la estructura de la cromatina proporciona una torsión superhelicoide adecuada para la recombinación
mediada por la beta recombinasa. Aunque algunas de las características in vitro de la actividad beta recombinasa aún
no se han confirmado en entornos de mamífero (es decir, inversión, recombinación intramolecular estricta), se supone
que probablemente se mantendrán en el presente sistema. Por esta razón se define esta actividad de recombinación
como IRAP para proteína con actividad de recombinación intramolecular.
Análisis
Las técnicas comunes de manipulación de genomas, incluyendo transgénesis y la dirección de genes, han abierto
una nueva vía para entender una amplia diversidad de mecanismos que implican diversas funciones genéticas. Sin
embargo, la utilidad de estos sistemas llega a ser limitada cuando la expresión o inactivación de un gen dado tiene
efectos fatales sobre el desarrollo del embrión (como ejemplo, véase la ref. 11, 30) o cuando la ausencia de función
génica puede evitarse o compensarse por mecanismos redundantes (31-33). Además, los efectos de la inactivación de
genes fuera del tejido de interés habitualmente son desconocidos e incontrolables (34).
Estos problemas se han superado parcialmente hasta algún grado con el desarrollo y aplicación de las técnicas de
recombinación específica de sitio (revisadas en 7) que permiten el control espacio-temporal del acontecimiento que se
dirige. Éste es el caso de los sistemas Cre-loxP y Flp-FRP (revisados en 4 y 3). No obstante, aunque el sistema Cre
ha demostrado ser muy útil, parece estar limitado en el sentido de que permite solamente una cantidad reducida de
acontecimientos de recombinación en el mismo genoma de ratón. Cuando se prepara un ratón knockout condicional
usando este sistema, permanece un sitio loxP en el genoma y constituye una diana potencial para otro acontecimien-
to de recombinación de consecuencias desconocidas. Este problema se superaría si se puede usar una recombinasa
específica de sitio exclusivamente intramolecular.
En este informe se muestra que la beta recombinasa procariota puede expresarse funcionalmente en células eu-
cariotas y puede promover la deleción de secuencias de ADN localizadas entre sitios diana orientados directamente
(actividad de recombinación intramolecular mediada por la proteína beta) en células de mamífero, IRAP. La proteína
parece tener elevada avidez por el compartimiento nuclear ya que se detectó después de la transfección principal-
mente en la región nuclear que forma un patrón muy condensado y moteado en inmunofluorescencia indirecta. Este
comportamiento es similar al observado para la enzima Cre (13). Ni Cre ni la beta recombinasa presentan en su
secuencia primaria un motivo de localización nuclear canónico o bipartito (35, 36). Como tienen acceso al comparti-
miento nuclear, se supone que esta localización sucede por difusión a través de la membrana nuclear o después de la
desorganización transitoria de esta membrana durante la mitosis.
La expresión transitoria de IRAP por el plásmido pSV beta fue capaz de promover la recombinación específica
de sitio entre los dos sitios six orientados directamente localizados en el plásmido sustrato pCB8 cuando ambos
plásmidos se introducen por cotransfección en células de mamífero. Como resultado, las secuencias comprendidas
entre los dos sitios diana se delecionaron del sustrato de ADN. El producto de la recombinación específica de sitio
se detectó por amplificación por PCR de los extractos de Hirt y se reevaluaron por hibridación de southern de los
productos amplificados. La presencia de este producto de recombinación dependió estrictamente de la introducción
por cotransfección de los plásmidos pSV beta y pCB8: no se observaron productos de recombinación cuando los
plásmidos pSV beta o pCB8 se introdujeron por transfección por separado. Es probable, por lo tanto, que IRAP
promueva el intercambio de cadenas de un ADN extracromosómico (ADN de pCB8) en el entorno de mamífero. Como
la recombinación in vitro requiere una proteína asociada a la cromatina (25), se supone que este factor se proporciona
por el huésped. De hecho, se sabe que la proteína de mamífero HMG1 asociada a la cromatina puede estimular de
forma eficaz la recombinación mediada por beta in vitro (22, 25). Recientemente se ha observado que las proteínas
asociadas a la cromatina de las plantas también pueden ayudar a la beta recombinasa a mediar la recombinación de
ADN (S. Fernández. K. Grasser, no publicado), lo que sugiere que IRAP podría ser adecuada para la manipulación de
genomas vegetales.
También han investigado los inventores la capacidad de IRAP de actuar sobre los sustratos diana integrados en la
cromatina. Por esto, se establecieron varios clones NIH/3T3 estables que llevaban diferentes números de copias (5-75)
del plásmido sustrato pCB8 aleatoriamente integradas en la cromatina del huésped. La expresión transitoria de IRAP
condujo a la escisión de las secuencias comprendidas entre los dos sitios six orientados directamente; el producto
de recombinación se detectó por amplificación por PCR del ADN genómico purificado e hibridación de Southern, y
su identidad se reevaluó por secuenciación directa de ADN del producto amplificado. En estos ensayos, la cantidad
de productos de recombinación pareció correlacionarse con el número de copias del ADN sustrato integrado en el
genoma, lo que sugiere una elevada eficacia de recombinación y ninguno o pocos efectos de restricción en la posición.
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La disponibilidad de una herramienta como el sistema IRAP, que solamente puede catalizar la recombinación
intramolecular específica de sitio, crea una amplia diversidad de posibilidades para la modificación programada de
genomas eucariotas no humanos, especialmente si se combinan con procedimientos ya existentes. Por ejemplo, se
podría diseñar un gen de interés para que tuviera un exón o un grupo de exones flanqueado con sitios loxP/FRT y six.
Esto permitiría el estudio de la influencia del producto génico en dos tejidos distintos o en el mismo tejido en diferentes
fases de desarrollo, a través del control diferencial de la expresión de Cre/Flp e IRAP. Como alternativa, podrían
inactivarse dos genes relacionados al mismo tiempo o en dos fases relacionadas. El uso de promotores inducibles
también permitiría un control espacio-temporal más específico del acontecimiento de recombinación.
El sistema IRAP parece tener ventajas potenciales sobre los procedimientos ya existentes. Diferentes autores han
informado de las dificultades del mantenimiento de los sitios loxP durante los procedimientos de clonación (37), aun-
que éste parece que no es el caso con los sitios six. Como el sitio six es más largo que el sitio loxP de 34 pb, la
existencia de sitios crípticos potenciales es menos probable, confiriendo mayor especificada de diana a la reacción de
recombinación. Dichos sitios crípticos se han descrito para la recombinasa Cre (38). Recientemente, las secuencias
del sitio diana de la proteína beta necesarias y suficientes para producir una recombinación eficaz se han estrechado a
un segmento de ADN de 90 pb que incluye dos sitios de unión a recombinasa (sitios I y II); el punto de entrecruza-
miento está localizado en el centro del sitio I (39). Es improbable que una secuencia de ADN de este tamaño pudiera
presentarse fortuitamente en un genoma, minimizando de este modo las posibilidades de reorganizaciones cromosó-
micas accidentales en sitios descubiertos casualmente. Además, la enzima parece tener una fuerte avidez por el núcleo,
evitando la necesidad de inducir secuencias para la localización nuclear (37).
Los resultados preliminares muestran que la expresión constitutiva de IRAP en NIH/3T3 es compatible con el
desarrollo celular normal (no mostrado). Está en desarrollo un modelo de ratones transgénicos para la expresión in
vivo de la proteína. Esto demostraría la eficacia in vivo del sistema IRAP-six para la modificación de dianas precisas.
Como se ha indicado anteriormente, la beta recombinasa no puede promover la recombinación intermolecular in
vitro o en células bacterianas. Como el potencial para generar reorganizaciones cromosómicas se evitaría de este modo,
esta herramienta podría usarse para promover dos o más acontecimientos de recombinación específica diferentes en un
momento en el mismo modelo animal independientemente de la expresión constitutiva de IRAP. Por tanto, el sistema
IRAP ofrece nuevas posibilidades para el desarrollo de modificaciones del genoma específicas de sitio.
Conclusiones
El desarrollo de nuevas estrategias para la modificación in vivo de genomas eucariotas no humanos ha llegado
a ser un objetivo importante de la investigación actual. La recombinación específica de sitio ha demostrado ser útil,
ya que permite una manipulación controlada de genomas murinos, vegetales y de levaduras. En este documento se
describe que la beta recombinasa procariota es activa en células eucariotas, la beta recombinasa se ha expresado
funcionalmente en líneas de células eucariotas, demostrando una elevada avidez por el compartimiento nuclear y
formando un claro patrón moteado cuando se ensaya por inmunofluorescencia indirecta. En células COS-1 de simio,
la expresión transitoria de la beta recombinasa promovió la deleción de un fragmento de ADN que está entre dos
secuencias de reconocimiento/entrecruzamiento específicas directamente orientadas (sitios six) localizado como un
sustrato de ADN extracromosómico. Dicha actividad de recombinación intramolecular mediada por la proteína beta
en células de mamífero se llamó IRAP. En clones estables NIH/3T3 que llevan diferentes números de copias de
las secuencias diana integradas en distintas localizaciones cromosómicas, la expresión transitoria de IRAP también
promovió la deleción del ADN que interviene, independiente de su posición y estructura de la cromatina.
Leyendas de las figuras
Figura 1. Representación esquemática del mecanismo de recombinación específica de sitio mediada por IRAP
y los plásmidos usados en este estudio (A) La IRAP (mostrada como un dímero, círculos abiertos) interacciona,
en presencia de un factor del huésped (HMG-1, mostrado como un monómero, polígonos abiertos) con dos copias
idénticas del sitio six (flechas sombreadas y abiertas) para formar un complejo sináptico. Este complejo se resuelve
dando lugar a un producto y un intermedio circular, que tiene las secuencias que intervienen, que finalmente se pierde.
Permanece intacto un sitio six completo en la célula huésped. (B) Se indican las características esenciales del ADN
del plásmido pSVβ y pCB8 y pBT338. El sitio six se muestra esquemáticamente y los sitios I y II están destacados.
La orientación de los sitios six se indica por el sentido de las flechas sombreadas. Se indica la región codificante del
gen xylE, inicialmente diseñada para la expresión en bacterias. Se indican los sitios de hibridación de los pares de
cebadores específicos a/b y a’/b’ usados para la amplificación por PCR para detectar los productos de recombinación
y la sonda, usada para los controles de hibridación específica.
Figura 2. Expresión de IRAP en células de mamífero detectada por inmunofluorescencia indirecta y transferencia
de western. Las células COS-1, transfectadas con los plásmidos indicados, se hicieron crecer sobre cubreobjetos de
vidrio. Después de 48 horas, las células se fijaron y se tiñeron como se indica. Los paneles A y B corresponden a células
transfectadas de forma simulada y con pSVc, respectivamente, incubadas primero con anticuerpos policlonales anti-
β recombinasa y reveladas con anticuerpos anti-IgG de conejo conjugados con fluoresceína. Los Paneles C, D y E
muestran células transfectadas con pSVβ. En el panel C se incubaron las células transfectadas con pSVβ primero con
suero de conejo preinmune, después se revelaron como anteriormente. En los paneles D y E, que muestran dos campos
diferentes de las células transfectadas con pSVβ, se incubaron con anticuerpos policlonales anti-β recombinasa y
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se revelaron como anteriormente. En el panel F se recogieron las células COS-1, transfectadas como se ha indicado,
después de 48 horas y se lisaron como se ha indicado enMateriales y Procedimientos. Las proteínas del extracto celular
completo se revelaron por SDS-PAGE transferido sobre nitrocelulosa y analizado por transferencia de western. La
figura muestra la autorradiografía de una transferencia de western incubada primero con anticuerpos policlonales anti-
β recombinasa y revelada después con anticuerpos anti-lgM conjugados con peroxidasa. C. proteína β recombinasa
purificada (10 ng); -, células COS-1 transfectadas de forma simulada: y +, células COS-1 transfectadas con pSVβ. Se
indica la masa molecular de la banda de interés.
Figura 3. Expresión funcional de IRAP evaluada en experimentos de transfección transitoria. Las células COS-1
se transfectaron con las combinaciones indicadas de plásmidos: pCB8, pSVβ, pSVc, pSVc + pCB8 y pSVβ + pCB8.
Se obtuvieron extractos de Hirt 48 horas después de la transfección. El panel superior muestra el resultado de la
amplificación por PCR de los extractos de Hirt usando el par de cebadores a/b indicado en la Figura 1B. El carril de
simulación muestra los controles negativos de la amplificación por PCR, y el carril pBT338 muestra el control positivo
(100 pg de plásmido). El carril del marcador de tamaño corresponde a ADN lambda digerido con BstEII (500 ng).
El panel inferior muestra el análisis de transferencia de southern del gel de agarosa presentado en el panel superior
usando una sonda específica para el sitio six (véase la Figura 1B). La posición de la banda de interés está destacada.
Figura 4. Recombinación específica de sitio mediada por IRAP en dianas asociadas a la cromatina. Se aislaron y
caracterizaron cinco clones NIH/3T3 (1-5) que tienen varias copias (aprox. 75, 72, 12, 18 y 5, respectivamente) de
ADN de pCB8 integradas en diferentes localizaciones cromosómicas. Estos clones se transfectaron de forma transito-
ria, con (+) o sin (-) plásmido pSVβ. El ADN genómico se purificó 48 horas después de la transfección y se analizaron
500 ng cada muestra por PCR en las condiciones descritas usando el par de cebadores a’/b’ (véase la Figura 1B). Una
décima parte de cada muestra se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, se transfirió sobre una membrana
de nylon y se hibridó con una sonda apropiada. Controles: (a) pBT338 (100 pg) y (b) pBT338 (100 pg + 500 ng de
ADN genómico de NIH/3T3). El marcador de tamaño corresponde con el ADN lambda digerido con BstEII (500 ng).
Se indican el tamaño (0,66 kb) y la posición de la banda de interés.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de beta recombinasa procariota y sus secuencias diana específicas codificadas por el plásmido pSM19035
para trabajo transgénico in vitro en células eucariotas.
2. Uso de acuerdo con la reivindicación 1 para controlar la expresión génica en células eucariotas.
3. Uso de acuerdo con la reivindicación 1 ó 2 para manipular genomas de plantas en la generación de plantas
transgénicas.
4. Uso de acuerdo con la reivindicación 1 ó 2 en el que las células eucariotas son células de mamífero no humano.
5. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones previas para la recombinación intramolecular específica
de sitio entre dos sitios six en células eucariotas.
6. Uso de acuerdo con la reivindicación 5 para promover dos o más acontecimientos de recombinación específicos
diferentes simultáneamente.
7. Uso de acuerdo con la reivindicación 5 para mediar reacciones exclusivamente intramoleculares.
8. Uso de acuerdo con la reivindicación 5 en el que la beta recombinasa procariota promueve la deleción de
secuencias de ADN localizadas entre sitios six orientados directamente en células de mamífero.
9. Uso de acuerdo con la reivindicación 5 en el que la beta recombinasa procariota promueve la inversión de
secuencias de ADN localizadas entre sitios six repetidos invertidos en células de mamífero.
10. Uso de acuerdo con la reivindicación 8 en el que la beta recombinasa procariota promueve la deleción de un
fragmento de ADN que está entre dos sitios six orientados directamente.
11. Uso de acuerdo con la reivindicación 9 en el que la beta recombinasa procariota promueve la inversión de un
fragmento de ADN que está entre dos sitios six orientados directamente.
12. Uso de acuerdo con la reivindicación 10 en el que la beta recombinasa procariota promueve la deleción de un
fragmento de ADN que está entre secuencias de reconocimiento específicas repetidas directas.
13. Uso de acuerdo con la reivindicación 11 en el que la beta recombinasa procariota promueve la inversión de un
fragmento de ADN que está entre secuencias de reconocimiento específicas repetidas invertidas.
14. Uso de acuerdo con la reivindicación 8, 9, 10 u 11 en el que la secuencia de reconocimiento específica está
localizada como un sustrato de ADN extracromosómico.
15. Uso del gen que codifica la beta recombinasa codificado por el plásmido pSM19035 para catalizar la resolución
específica de sitio de secuencias de ADN in vitro en una diana extracromosómica introducida en una célula eucariota
no humana.
16. Uso del gen de acuerdo con la reivindicación 15 para manipular genomas de plantas en la generación de plantas
transgénicas.
17. Uso del gen de acuerdo con la reivindicación 15 en el que la célula eucariota no humana es una célula de
mamífero.
18. Uso del gen de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17 para catalizar la resolución específica
de sitio de secuencias de ADN cuando la diana extracromosómica es un plásmido.
19. Uso del gen de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18 en el que la introducción se hace por
transfección.
20. Uso del gen de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19 en el que la resolución significa deleción.
21. Uso del gen de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19 en el que la resolución significa inversión.
22. Uso del gen de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 21 en el que las secuencias de ADN están
localizadas entre los sitios six.
23. Uso del gen de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 22 cuando los sitios six están integrados en
el genoma como estructuras asociadas a la cromatina.
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24. Uso del gen de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 22 cuando los sitios six están integrados en
el genoma y envueltos en un nucleosoma, en varias localizaciones.
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